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Description

L'invention concerne les analyses biologiques et
notamment les analyses de sang.

Elle concerne plus particuliérement un réactif de co-
loration pour la détermination de cellules sanguines, en
particulier de réticulocytes, du type comprenant un co-
lorant propre & marquer les cellules aprés incubation.

On connait déja différents réactifs de coloration de
ce genre qui permettent d'identifier et de caractériser
des cellules sanguines grace a un colorant qui permet
de marquer ou colorer les cellules aprés incubation
dans des conditions de durée et de température choi-
sies.

De tels réactifs font généralement appel & un colo-
rant fluorescent ou a un colorant non-fluorescent qui,
aprés incubation, permet le comptage des cellules co-
lorées. Ce comptage peut étre réalisé avec une colora-
tion manuelle au microscope, avec une coloration exté-
rieure ou avec une coloration par un appareil automati-
sé.

Le comptage automatisé s'effectue généralement
par une technique dite de cytométrie de flux qui s'avére
plus fiable et plus rapide qu'un comptage manuel.

On connait déja différents colorants utilisés pour la
détermination de cellules sanguines, en particulier de
réticulocytes, et qui peuvent étre utilisés pour un comp-
tage manuel ou automatisé.

Parmi ces colorants fluorescents ou non-fluores-
cents, on peut citer notamment la pyronine Y, l'acridine
orange, la thioflavine T, le thiazole orange, le nouveau
bleu de méthyléne ("new methylene blue"), le bleu cré-
syl brillant ("brilliant cresyl blue"), etc.

Des exemples de réactifs ae coloration sont décrits
notamment dans les publications de Brevets suivantes :
CA 2024 166, US 5 501 954, US 4 325 706, US 5 438
003, US 5075 556, US 4 996 040, US 4 883867, EP O
545 314, EP 0 545 315, EP 0 430 719, EP 0 215 461,
EP 0226 272 et EP 0 114 462.

Dans le cas particulier de la détermination des réti-
culocytes, lesquels sont des précurseurs des érythrocy-
tes ou globules rouges matures, le colorant sert a colo-
rer ou marquer I'ARN résiduel contenu dans la cellule.

L'un des inconvénients des réactifs de coloration
connus est qu'ils nécessitent un temps d'incubation éle-
vé, ce qui rend difficile leur utilisation non seulement
dans les techniques manuelles, mais surtout dans les
techniques automatisées.

En particulier, le thiazole orange nécessite un
temps d'incubation de l'ordre de 30 minutes a la tempé-
rature ambiante lorsqu'il est mis a réagir avec 5 micro-
litres de sang.

Ce temps d'incubation est beaucoup trop long pour
permettre une automatisation compléte du procédé.

L'invention a notamment pour but de surmonter les
inconvénients précités.

C'est en particulier un but de l'invention de procurer
un réactif de coloration pour la détermination de cellules

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

sanguines, en particulier de réticulocytes, qui permet de
marquer les cellules aprés un temps d'incubation beau-
coup plus court que les temps d'incubation autorisés par
les réactifs connus.

C'est en particulier un but de l'invention de procurer
un tel réactif de coloration qui permet d'abaisser le
temps d'incubation de plusieurs minutes a plusieurs se-
condes.

L'invention propose a cet effet un réactif de colora-
tion du type défini en introduction, lequel comprend en
outre un additif propre a favoriser la pénétration du co-
lorant dans la cellule, cet additif étant choisi parmi un
composé ionophore, un détergent et leurs mélanges.

Ainsi, le réactif de coloration de l'invention combine
un colorant & un additif particulier qui favorise l'incorpo-
ration du colorant dans la cellule et, par conséquent, di-
minue notablement le temps d'incubation nécessaire a
la réaction du colorant avec la cellule.

Dans le cadre de l'invention, on préfére avant tout
utiliser un composé ionophore, c'est-a-dire un composé
susceptible de favoriser la perméabilité de la membrane
cellulaire et d'amplifier les échanges trans-membranai-
res.

Ces ionophores sont des molécules a caractére hy-
drophobe qui augmentent la perméabilité de la mem-
brane cellulaire & certains ions avec une spécificité va-
riable.

Ces ionophores sont soit des transporteurs mobi-
les, soit des molécules formant des canaux trans-mem-
branaires. lIs masquent la charge de l'ion du colorant,
facilitant sa pénétration dans la bi-couche lipidique de
la membrane.

L'additif de l'invention peut étre également choisi
parmi un détergent, lequel favorise aussi la pénétration
du colorant en favorisant la perméabilité de la membra-
ne. Le détergent désorganise les structures protéiques
de la membrane et favorise sa déstabilisation, ce qui
contribue a une meilleure incorporation du colorant.

L'additif de l'invention peut, en variante, &tre un mé-
lange d'un composé ionophore et d'un détergent.

Le composé ionophore de l'invention peut étre no-
tamment un protonophore ou un antibiotique.

Des exemples non limitatifs de composés ionopho-
res convenant a la mise en oeuvre de l'invention sont
les suivants :

- Monensine, ou acide 2-[5-éthyltétrahydro-5-[tétra-
hydro-3-méthyl-5-[tétrahydro-6-hydroxy-6-(hy-
droxyméthyl)-3,5-diméthyl-2H-pyran-2-yl]-2-furyl]-
2-furyl]-9-hydroxy-p-méthoxy-o.,v,2,8-tétraméthyl-
1,6-dioxaspiro[4,5]décane-7-butyrique (polyéther
antibiotique de formule brute : CagHg011);

- Nonactine, ou 2,5,11,14,20,23,29,32-octaméthyl-
4,13,22,31,37,38, 39, 40 - octaoxapentacyclo
[82.2.1.17.10 116,19 125,28]-tétracontane-
3,12,21,30-tétrone (macrotétrolide antibiotique de
formule brute : C4gHg4045);
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- 3,5-di-tert-butyl-4-hydroxy-benzylidénemalononi-
trile;

- Carbonylcyanide m-chlorophénylhydrazone;

- Carbonylcyanide p-trifluorométhoxyphénylhydra-
Zone;

- Tétrachlorosalicylanilide;

- 4,56,7-tétrachloro-2-trifluorométhylbenzimidazo-
le;

- Pentachlorophénol;
- 2,4-dinitrophénol;

- Valinomycine (cyclododécadepsi-peptide, antibioti-
que de formule : Cg4HggNgO13s);

- Salinomycine (polyéther antibiotique de formule :
Ca2H70011);

- Gramicidine(S) formule :

CeoHg2N12010)-

(polypeptide  de

Le détergent pouvant étre utilisé dans le réactif de
coloration de l'invention est de préférence du type non-
ionique ou de type zwittérionique.

A titre d'exemples non limitatifs de détergents con-
venant a la mise en oeuvre de l'invention, on peut
mentionner :

- des propane sulfonates, en particulier le 3-[(3-cho-
lamido-propyl)-diméthylammonio]-1-propane-sul-
fonate;

- des cholamides, en particulier le N,N-bis[3-D-glu-
conamido-propyl]-cholamide;

- des sulfobétaines;

- des alkyl glucosides et alkyl maltosides;
- des polyoxyéthyléne éthers;

- des polyoxyéthyléne sorbitans;

- des polyglycol éthers.

Le colorant utilisable dans le réactif de coloration
de l'invention est un marqueur susceptible de révéler
par coloration des composés intracellulaires tels que,
par exemple, les acides nucléiques de la cellule, en par-
ticulier I'ARN.

Bien que I'on préfére utiliser un colorant fluorescent,
et en particulier un colorant fluorescent pour les réticu-
locytes, il entre également dans le cadre de l'invention
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de faire appel a des colorants non fluorescents.

Lorsqu'il s'agit d'un colorant fluorescent, le colorant
est avantageusement excitable a une longueur d'onde
comprise entre 0,1 nm et 1 mm.

De préférence, il s'agit d'un colorant excitable a la
lumiére bleue, en particulier & une longueur d'onde de
488 nm.

Atitre d'exemples non limitatifs de colorants utilisa-
bles dans la mise en oeuvre de l'invention, on peut
mentionner :

- le 3,3-diméthyloxacarbocyanine iodure (ou 3-mé-
thyl-2-[3-(3-méthyl-2 (8H)-benzoxazolylidéne)-
1-propényllbenzoxazolium iodure);

- lethiazole orange ou 1-méthyl-4-[(3-méthyl-2-(3H)-
benzothiazolylidéne)méthyllquinolinium p-tosylate;

- le quinolinium, 4-[(3-méthyl-2-(3H)-benzothiazolyli-
déne)méthyl]-1-[3-(triméthylammonio)propyl], diio-
dure (commercialisé sous la dénomination TO-
PRO 1, Marque déposée par Molecular Probes);

- des styryls, en particulier le styryl 7;
- le nouveau bleu de méthyléne;
- le bleu de crésyl brillant.

Lorsque ce colorant connu est combiné & un com-
posé ionophore et/ou a un détergent dans des propor-
tions choisies, il franchit rapidement la membrane de la
cellule, ce qui permet de diminuer notablement le temps
d'incubation et de I'amener généralement a une valeur
de quelques dizaines de secondes.

Ainsi, dans le cas du thiazole orange, le temps d'in-
cubation peut &tre amené & une valeur de l'ordre de 25
secondes, au lieu de 30 minutes a la température am-
biante, lorsque le colorant est utilisé seul.

Le réactif de coloration de l'invention peut compor-
ter d'autres composés ou substances que le colorant et
I'additif mentionnés précédemment.

Ainsi, le réactif de coloration peut comprendre en
outre un solvant organique, en particulier un alcool tel
que le méthanol, ce qui favorise non seulement la mise
en solution du colorant, mais aussi la solubilisation des
lipides membranaires de la cellule.

En variante ou en complément, le réactif de colora-
tion peut comporter en outre un sel, par exemple a base
de sodium, de potassium.

Il a été constaté en effet qu'une concentration en
sels induit une force dite "ionique" qui, si elle est suffi-
samment élevée, peut déstabiliser les membranes cel-
lulaires en modifiant les liaisons des constituants mem-
branaires. De plus, le sel permet d'agir sur le volume
des cellules.

D'autres composés pouvant faire partie du réactif
de l'invention comprennent un agent chélateur, en par-
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ticulier 'EDTA, un conservateur et un systéme tampon
pour maintenir le pH entre 5 et 11.

Le réactif-type de l'invention est une solution de co-
loration ou de marquage qui contient :

- un colorant & une concentration comprise entre 0,1
LM et 0,5 M

- au moins un additif choisi ci-dessous

Composés | Concentrations
lonophore 0-1M
Détergent 0-20%

- un ou plusieurs des composés énumérés ci-

dessous :
Composés Concentrations
Sels (NaCl/KClI) 0-1 M
Agent chélateur (EDTA) 0-100 mM
Solvant 0-15%
Conservateur 0-1%

- un systdme tampon organique ou inorganique
maintenant le pH entre 5 et 11.

Un exemple de réactif de coloration selon l'inven-
tion est le suivant :

Composés Concentrations
thiazole orange 2uM
valinomycine 1uM
polyglycoléther 0,0003%
NaCl 155 mM
EDTA 2mM
méthanol 1,5%

Le systéme tampon utilisé est un tampon phospha-
te ajustant le pH de la solution de coloration a valeur
neutre.

L'invention sera maintenant expliquée en référence
aux dessins annexés qui représente des images obte-
nues sur un cytométre de flux et qui comparent & chaque
fois I'image obtenue avec un colorant de référence et
I'image obtenue avec un réactif de coloration selon ['in-
vention.

Ces images représentent la fluorescence (axe des
X) et la diffraction (axe des Y). On retrouve sur chacune
de ces figures, de la gauche vers la droite, respective-
ment, trois populations : la population des globules rou-
ges (apparaissant sous la forme d'un nuage), la popu-
lation des réticulocytes (partie encadrée) et la popula-
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tion des leucocytes (nuage dispersé).

Les figures 1A et 1B représentent les images obte-
nues sur un cytométre de flux FACSCAN (Marque dé-
posée de Becton Dickinson) en utilisant le thiazole oran-
ge comme colorant.

Lafigure 1A représente l'image obtenue avec le co-
lorant de référence. Le temps d'incubation requis est de
30 minutes a la température ambiante. Le taux de réti-
culocytes est de 4,55%.

Lafigure 1B montre l'image obtenue avec un réactif
de coloration selon l'invention, qui comporte du thiazole
orange en présence de ionophore. Le temps d'incuba-
tion nécessaire n'est que de 25 secondes a4 35°C, le taux
de réticulocytes étant de 4,89%.

Les figures 2A et 2B sont des images obtenues
avec un cytométre de flux FACSCAN en utilisant un
réactif de coloration selon l'invention, qui comporte du
3,3'-diméthylcarbocyanine iodure en tant que colorant,
en présence d'un ionophore et d'un détergent.

Les deux colorations sont réalisées a 35°C. On ob-
tient un résultat équivalent & 5 minutes pour le colorant
de référence (figure 2A) et & 30 secondes pour le réactif
selon l'invention (figure 2B).

Les taux de réticulocytes des images des figures
2A et 2B sont respectivement de 1,5% et de 1,3%.

Les figures 3A et 3B sont des images obtenues sur
un cytométre de flux FACSCAN avec le colorant TO-
PRO 1 (Marque déposée de Molecular Probes), sous
irradiation a la lumiére bleue.

Dans le cas de la figure 3A (colorant de référence),
le temps d'incubation est de 60 minutes et le taux de
réticulocytes de 2,22.

Dans le cas de la figure 3B (colorant en présence
de ionophore), le temps d'incubation est de 5 minutes
et le taux de réticulocytes de 2,14%.

Les figures 4A et 4B représentent des images ob-
tenues sur un cytométre de flux FACSTAR (Marque dé-
posée de Becton Dickinson) avec un colorant du type
TO-PRO 3 (Marque déposée de Molecular Probes),
sous irradiation & la lumiére rouge.

Dans le cas de la figure 4A (colorant de référence),
le temps d'incubation est de 30 minutes et le taux de
réticulocytes de 4,1%.

Dans le cas de la figure 4B, le temps d'incubation
est de 2 minutes et le taux de réticulocytes de 4,9%.

Les images précédentes montrent que I'utilisation
d'un réactif de coloration selon l'invention permet de di-
minuer significativement le temps d'incubation par rap-
port & l'utilisation d'un colorant de référence.

Revendications

1. Réacitif de coloration pour la détermination de cel-
lules sanguines, en particulier de réticulocytes, du
type comprenant un colorant propre & marquer les
cellules aprés incubation,
caractérisé en ce qu'il comprend en outre un additif
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propre a favoriser la pénétration du colorant dans
les cellules, cet additif étant choisi parmi un com-
posé ionophore, un détergent et leurs mélanges.

Réactif de coloration selon la revendication 1, ca-
ractérisé en ce que l'additif comprend un composé
ionophore.

Réactif de coloration selon la revendication 1, ca-
ractérisé en ce que I'additif comprend un détergent.

Réactif selon la revendication 1, caractérisé en ce
que l'additif comprend un mélange d'un composé
ionophore et d'un détergent.

Réactif selon I'une des revendications 1, 2 et 4, ca-
ractérisé en ce que le composé ionophore est un
protonophore ou un antibiotique choisi parmi:

- Monensine ou acide 2-[5-éthyltétrahydro-5-[té-
trahydro-3-méthyl-5-[tétrahydro-6-hydroxy-6-
(hydroxyméthyl)-3,5-diméthyl-2H-pyran-2-yl]-
2-furyl]-2-furyl]-9-hydroxy-f-méthoxy-a.y,
2,8-tétraméthyl-1,6-dioxaspiro[4,5]décane-
7-butyrique;

- Nonactine ou 2,5,11,14,20,23,29,32-octamé-
thyl-4 , 13,22, 31,37, 38, 39, 40 - octaoxa-
pentacyclo[32.2.1.17.10 116,19 125,28]-tétracon-
tane-3,12,21,30-tétrone;

- 3,5-di-tert-butyl-4-hydroxy-benzylidénemalo-
nonitrile;

- Carbonylcyanide m-chlorophénylhydrazone;

- Carbonylcyanide p-trifluorométhoxyphénylhy-
drazone;

- Tétrachlorosalicylanilide;

- 4,56,7-tétrachloro-2-trifluorométhylbenzimi-
dazole;

- Pentachlorophénol;

- 2,4-dinitrophénol,

- Valinomycine;

- Salinomycine;

- Gramicidine(S).

Réactif de coloration selon |'une des revendications

1, 3 et 4, caractérisé en ce que le détergent est du
type non-ionique ou zwittérionique et choisi parmi :
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10.

11.

- des propane sulfonates, en particulier le 3-]
(8-cholamido-propyl)-diméthylammonio]-
1-propane-sulfonate;

- des cholamides, en particulier le N,N-bis[3-D-
gluconamido-propyl]-cholamide;

- des sulfobétaines;
- des alkyl glucosides et alkyl maltosides;
- des polyoxyéthyléne éthers;

- des polyoxyéthyléne sorbitans;

des polyglycol éthers.

Réactif de coloration selon I'une des revendications
1 & 6, caractérisé en ce que le colorant est du type
fluorescent.

Réactif de coloration selon I'une des revendications
1a7, caractérisé en ce que le colorant est excitable
a une longueur d'onde comprise entre 0,1 nm et 1
mm.

Réactif de coloration selon I'une des revendications
148, caractérisé en ce que le colorant est excitable
a la lumiére bleue, en particulier & une longueur
d'onde de 488 nm.

Réactif de coloration selon I'une des revendications
1 a9, caractérisé en ce que le colorant est choisi
parmi les suivants :

- le 3,3-diméthyloxacarbocyanine iodure (ou
3-méthyl-2-[3-(3-méthyl-2(3H)-benzoxazolyli-
déne)-1-propényllbenzoxazolium iodure);

- le thiazole orange ou I-méthyl-4-[(3-méthyl-2-
(8H)-benzothiazolylidéne)méthyljquinolinium
p-tosylate;

- le quinolinium, 4-[(3-méthyl-2-(3H)-benzothia-
zolylidéne)méthyl]-1-[3-(triméthylammonio)
propyl], diiodure;

- des styryls, en particulier le styryl 7;

- le nouveau bleu de méthyléne;

- le bleu de crésyl brillant.

Réactif de coloration selon I'une des revendications

1 & 10, caractérisé en ce qu'il comprend en outre

au moins un composé choisi parmi les suivants :

- un sel, en particulier de sodium ou de potas-
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sium,
- un agent chélateur, en particulier 'EDTA,
- un solvant, en particulier un alcool,
- un conservateur, et

- un systéme tampon maintenant le pH entre 5
et 11.

Réactif de coloration selon I'une des revendications
1 & 11, caractérisé par la composition suivante :

- uncolorant a une concentration comprise entre
0,1TuMet0,5M

- au moins un additif choisi ci-dessous

Composés | Concentrations

lonophore 0-1M
Détergent 0-20%

- un ou plusieurs des composés énumérés ci-

dessous :
Composés Concentrations
Sels (NaCl/KClI) 0-1 M
Agent chélateur (EDTA) 0-100 mM
Solvant 0-15%
Conservateur 0-1%

- un systéme tampon organique ou inorganique
maintenant le pH entre 5 et 11.
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